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(57) Abstract 

The object of the invention is a process for making highly diluted homeopathic compositions or preparations from a solu- 
tion of given dilution, itself originating from an initial solution containing an active substance, in which said initial solution is 
subject to successive dilutions, each solution going from that of first dilution to that of last dilution, constituting a solution of giv- 
en dilution, wherein the solution of given dilution is subjected to an agitation stage at least after every tenth dilution and prefer- 
ably after every third dilution and more preferably after every dilution, where the agitation consists of a stage of creating bubbles 
in the solution of given dilution (hereinafter referred to as "bubbling") by blowing gas in at an adequate rate of agitation to form 
a vortex in the solution of given dilution to be agitated. 

(57)Abrege 



L'invention a pour objet un precede de fabrication de compositions homeopathiques ou de preparations a haute dilution a 
partir d'une solution de dilution determinee, elle-meme provenant d'une solution initiale contenant une substance active, dans le- 
quel cette solution initiale est soumise a des dilutions successives, chacune des solutions allant de la solution de premiere dilution 
a la solution de derniere dilution constituant une solution de dilution determinee, procede dans lequel on procede a une etape 
d' agitation de la solution de dilution determinee au minimum apres toutes les dix dilutions, de preference apres toutes les trois 
dilutions et avantageusement apres chaque dilution, l'agitation etant constitute par une etape de creation de bulks dans la solu- 
tion de dilution determinee (ci-apres designee par "bullage") a l'aide d'insufflation de gaz a un taux d'agitation suffisant pour 
creer la formation d'un vortex dans la solution de dilution determinee a agiter. 
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PROCEDE DE FABRICATION DE COMPOSITIONS HOMEOPATHIQUES 
OU DE PREPARATIONS A HAUTE DILUTION A PARTIR D 1 UNE 
SOLUTION INITIALS CONTENANT UNE SUBSTANCE ACTIVE 



L 1 invention a pour objet un nouveau proced6 de 
fabrication de compositions homeopathiques ou de 
preparations a haute dilution a partir d'une solution 
initiale contenant une substance active, 

L' invention a 6galement pour objet un appareil 
automatique pour la mise en oeuvre du procede sus- 
mentionne. 

Jusqu'a ce jour, les techniques de fabrication 
utilisees pour la preparation de compositions 
homeopathiques s'inspirent de celles preconisees par 
Hannemann et il s'agit principalement de la 
trituration, de 1 1 impregnation et de la dilution (par 
exemple, centesimale ou decimale) . 

La technique de dilution permet de preparer des 
dilutions homeopathiques qui sont susceptibles d'etre 
utilisees telles quelles ou qui sont incorporees a un 
excipient neutre pour la mise en forme galenique qui 
constitue le medicament fini. 

En ce qui concerne la technique de fabrication 
par dilution centesimale, on peut proceder de la fa9©n 
suivante : 

- on dispose une serie de f lacons et de bouchons 
lav£s a l f eau et seches, en nombre correspondant au 
num6ro de la dilution centesimale a obtenir; 

- on met dans le premier flacon une partie en 
poids de la substance de base completee a 100 parties 
en poids en volume au moyen du vehicule appropri£; 

- on secoue au minimum 100 fois; la dilution 
obtenue est la premiere CH; on preleve une partie en 
volume de cette premiere CH et on verse dans le 
deuxieme flacon contenant deja 99 parties du vehicule; 
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- on secoue egalement 100 fois; la dilution 
obtenue ainsi est la deuxifeme CH. 

Pour les dilutions decimales, on opere de fa9on 
identique, ma is selon la sdrie decimale. 

L'etape de secousse pr6cedemment evoquee 
const itue la dynamisation. 

Cette etape de secousse est egalement appeiee 
agitation ou succussion, et elle est d'une importance 
fondamentale, pour l f obtention de compositions 
homeopathiques actives. 

A ce jour, de fagon iridustrielle, le proced6 de 
preparation de medicaments homeopathiques repose sur 
l f utilisation de deux dispositifs : l'un est un 
dispositif de dilution classique et le second un 
dispositif d 1 agitation. Entre chaque etape, la 
solution a diluer est extraite du dispositif de 
dilution et est mise dans le dispositif de succussion, 
puis & nouveau dans le dispositif de dilution pour 
l'etape suivante. 

La mise en oeuvre de ce procede implique des 
manipulations manuelles des tubes, ce qui constitue 
une perte de temps et une possibility d'erreur. 

L'un des aspects de l 1 invention est de fournir un 
procede de preparation de compositions homeopathiques 
dans lequel l'etape de succussion est simplifiee. 

L'un des aspects de 1* invention est de fournir 
un procede de preparation qui peut etre automatism en 
reduisant les pertes de temps et les sources d'erreur. 

L'un encore des aspects de 1' invention est de 
proposer une machine entierement automat isee. 

Le procede de 1' invention de preparation de 
compositions homeopathiques a partir de solutions de 
dilution determinee, elles-memes provenant d'une 
solution initiale contenant une substance active, dans 
lequel la solution initiale contenant la substance 
active subit une serie d'etapes de dilution 
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successives, la premiere dilution de la solution 
initiale etant obtenue par prelevement d«une fraction 
ou de la total ite de la solution initiale, et le 
melange de cette fraction ou de la totalite de la 
solution initiale dans une solution de dilution, ce 
qui donne la solution de premiere dilution, la 
deuxieme dilution de la solution initiale etant 
obtenue par prelevement d'une fraction ou de la 
totalite de la solution de premiere dilution, et le 
melange de cette fraction ou de la totalite de la 
solution de premiere dilution dans une solution de 
dilution, pour donner la solution de deuxieme dilution 
et ainsi de suite, jusqu'a la solution de derniere 
dilution, 

chacune des solutions allant de la solution de 
premiere dilution a la solution de derniere dilution, 
constituant une solution de dilution determinee, est 
caracterise en ce qu'on procede a une etape 
d' agitation de la solution de dilution determinee au 
minimum apres toutes les dix dilutions, de preference 
apres toutes les trois dilutions, avantageusement 
apres chaque dilution, 1 'agitation etant constitute 
par une etape de creation de bulles dans la solution 
de dilution determinee a l'aide d' insufflation de gaz 
a un taux d« agitation suffisant pour creer la 
formation d'un vortex dans la solution de dilution 
determinee a agiter. 

Par "vortex", on designe un tourbillon cree dans 
une solution intermediaire, par du gaz insuffle sous 
une pression suffisante. 

Par simplification, l'expression "creation de 
bulles" sera designee par le terme "bullage". 

Par "compositions homeopathiques" , il faut 
comprendre les compositions obtenues a partir de 
solutions de dilution determinee contenant des 
substances actives a des doses tres faibles, voire a 
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des doses inf initesimales et des compositions dans 
lesquelles il n'y a plus de substance active. 

De preference, la premiere dilution est effectu6e 
en preievant une partie de la solution initiale, et 
chacune des dilutions determin6es est effectu6e en 
preievant une partie de la solution de dilution 
pr6c6dente. 

Pour fixer les id£es, les compositions 
homeopathiques provenant de solutions de dilution 
determinee obtenues par le procede de l 1 invention sont 
telles que la substance active est inferieure & 
10" 10 moles/1 , avantageusement inferieure a 
1CT 12 moles/1 , et de preference inferieure a 
1<T U moles/1, ou ne contiennent plus de substance 
active. 

Dans le procede de l 1 invention, on a simplifie 
l f etape d 1 agitation par une etape de bullage a I'aide 
d 1 insufflation de gaz a un taux d 1 agitation suffisant 
pour creer la formation d'un vortex dans la solution & 
agiter. 

Selon un mode de realisation avantageux du 
procede de 1' invent ion, le bullage est effectue apres 
chaque dilution. 

Selon un autre mode de realisation de 
l 1 invention, certaines des etapes d' agitation peuvent 
etre effectuees manuellement par exemple en pla^ant le 
recipient contenant la solution a agiter sur un 
appareil a agitation par excentrique. 

On peut par exemple aprfes la premiere dilution, 
agiter la solution de premiere dilution manuellement 
comme indique ci-dessus, puis utiliser le bullage, 
conform6ment & 1' invent ion. 

Le gaz insuffie peut etre const itue par de 
l 1 azote, avantageusement par de l'air. 

Pour creer la formation d'un vortex dans la 
solution a agiter par 1 ' intermediaire du bullage, le 



gaz responsable de 1' agitation peut £tre insuffle a 
une pression d' environ 5 a environ 6 bars. 

Selon un mode de realisation pref^re du proced6 
de 1' invention, le taux d' agitation approprie est 
obtenu par insufflation d f air d'un volume allant 
d' environ du tiers a environ une fois le volume de la 
solution a agiter, le volume d f air insuffle dtant 
avantageusement un volume d' environ 100 pi a environ 
10 ml, notamment 500/xl, sous une pression suffisante, 
et telle que la temperature ne depasse pas environ 
45°C. 

Selon un autre mode de realisation du procede de 
l 1 invention, on effectue, entre deux dilutions 
successives, une etape de rin<?age du dispositif qui 
permet le prelevement d*une fraction de la total ite de 
la solution initiale et de chaque solution 
interm6diaire et le melange de cette fraction ou de la 
totality dans une solution de dilution, 

L 1 etape de ringage entre deux dilutions 
successives ( respect ivement designees par "dilution 
venant en premier lieu" et "dilution venant en 
deuxieme lieu") peut etre effectuee entre la dilution 
venant en premier lieu et le bullage de la solution de 
dilution ddterminde correspondante , ou peut avoir lieu 
apres le bullage, ou peut etre concomitante a chaque 
dilution. 

Dans ce dernier cas, pour ce faire, et a titre 
d'exemple relatif au rin9age concomitant a la dilution 
venant en deuxieme lieu, on pr616ve de la dilution 
venant en premier lieu une quantite de celle-ci avec 
le dispositif rince (de fagon concomitante a la 
dilution venant en premier lieu), quantite que I'on 
introduit dans le tube destine a la dilution venant en 
deuxieme lieu, puis on pr^leve avec le meme dispositif 
environ la moitie du volume n6cessaire a la dilution 
venant en deuxifeme lieu, et on le rejette dans le tube 
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destine h la dilution venant en deuxifeme lieu et on 
pr616ve encore environ la moitie du volume necessaire 
& la dilution venant en deuxidme lieu et on le rejette 
dans le tube destine a la dilution venant en deuxieme 
lieu, ce qui a pour effet de rincer deux fois le 
dispositif qui a suivi le pr61£vement servant h 
effectuer la dilution venant en deuxieme lieu, et 
ainsi de suite. 

Dans ce qui suit, le procdde tel que defini ci- 
dessus sera designe par "procede comportant I'etape de 
bull age". 

L' invention concerne un appareil automatique pour 
la mise en oeuvre du proced6 defini ci-dessus, 
comprenant: 

- des moyens pour effectuer les dilutions successives 
d'une solution initiale contenant une substance 
active, lesquelles dilutions conduisent a des 
solutions de dilution determinee, 

- des moyens de bullage programmes pour effectuer le 
bullage au minimum apres toutes les dix dilutions, 
avantageusement apres toutes les trois dilutions et de 
preference apres chaque dilution, 

- eventuellement des moyens de rin?age entre chaque 
dilution. 

L'6tape de dilution est constitute par ce qui a 
ete indique ci-dessus, mais peut etre effectuee de 
toute autre fa?on par exemple selon la methode de 
Korsakow en flacon unique, ou bien selon la methode 
des 50 miliesimales ou encore selon la methode par 
fluxion continue. 

La solution initiale et la solution de dilution 
peuvent etre des solutions alcooliques ou de glycerine 
et sont avantageusement des solutions aqueuses. 

Le procede de 1" invention de preparation de 
compositions homeopathiques peut egalement comporter 
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un controle de la dilution et de la contamination de 
solutions de dilution determinee. 

Le procede de preparation de compositions 
homeopathiques a partir de solutions de dilution 
determinee provenant d'une solution initiale contenant 
une substance active, lequel procede comprend le 
contrdle de la dilution et de la contamination de la 
susdite solution de dilution determinee, et est tel 
que la solution initiale 

subit des dilutions successives, la 
premiere dilution de la solution initiale etant 
obtenue par preievement d'une fraction ou de la 
totalite de la solution initiale, et le melange de 
cette fraction ou de la totalite de la solution 
initiale dans une solution de dilution, ce qui donne 
la solution de premiere dilution, la deuxieme dilution 
de la solution initiale etant obtenue par . preievement 
d'une fraction ou de la totalite de la solution de 
premiere dilution, et le melange de cette fraction ou 
de la totalite de la solution de premiere dilution 
dans une solution de dilution, pour donner la solution 
de deuxieme dilution et ainsi de suite, jusqu'a la 
solution de la dernifere dilution, chacune des 
solutions allant de la solution de premiere dilution a 
la solution de derniere dilution constituant une 
solution de dilution determinee, 

- les dilutions successives etant telles qu f au moins 
une des solutions de dilution determinee contient la 
substance active en quantite inferieure a 10' 10 moles, 
avantageusement inferieure a 10" 12 moles/1 et de 
preference inferieure a 10* u moles/1, ou ne contient 
plus de substance active, ladite solution de dilution 
determinee pr6sentant encore une activite a des 
dilutions sup6rieures a celle a laquelle la substance 
active a disparu, 
est caracterise en ce que 
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- on introdult, avant au moins l»une quelcongue des 
dilutions n, n etant un nombre entier super ieur a 0, 
dans la solution de dilution n-1 une substSnce temoin 
soluble dans ladite solution et n ' interf 6rant pas avec 
la solution de dilution n-1, et la substance temoin 
pr6sentant la propriete de disparaitre entre la 
dilution n-l + m et n + m, m etant le nombre de 
dilutions ou est pr6sente la substance temoin , et 
etant compris notamment de 5 h 8, 

- on dose au moins une fois la substance temoin apres 
la dilution n, de preference au moins une fois dans 
l'intervalle allant de la dilution n a la dilution 

n - 1 + m et au moins une fois dans l'intervalle 
allant de la dilution n + i 4 la dilution n + m + y, y 
etant la plage de dilution libre de substance temoin 
et etant avantageusement compris de 3 a 5, 

- et de la dilution n & la dilution n - l + m, on 
compare la valeur de la concentration de la substance 
temoin obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance temoin calculee d 1 apres la dilution, ce qui 
permet de controler quant i t at ivement les dilutions, et 

- de la dilution n + m a la dilution n + m + y, on 
verifie qu'il n'y a plus de substance temoin, ce qui 
permet de controler d'une part la qualite des 
dilutions et d' autre part 1» absence de contamination. 

Dans ce mode de realisation du procede de 
l 1 invention, on utilise comme substance temoin, d'une 
substance qui est facilement detectable et qui est 
detectable jusqu f 4 ce qu"elle disparaisse. De fagon 
avantageuse, on utilise une enzyme detectable par son 
activite chromogfene. 

La presence de la substance temoin dans les 
premieres dilutions et son absence dans les dilutions 
extremes, (c'est-a-dire dilutions superieures a la 
quatorzifeme dilution et notamment a la vingt-troisieme 
dilution) qui sont neanmoins actives, affirment la 
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relation entre le phdnomfene observe et le mecanisme 
des hautes dilutions. On part d'une solution initiale 
contenant une substance active et on la dilue une 
premiere fois h l'aide d'une solution de dilution, ce 
qui conduit & une solution de premiere dilution, 
laquelle est k son tour dilute, pour donner une 
solution de deuxi^me dilution, et ainsi de suite pour 
donner les dilutions successives, jusqu'a la solution 
de derniere dilution. Chacune des dilutions conduit a 
une solution de dilution determinee. 

Le proc^de de l 1 invention est tel qu'il permet de 
controler a chacune des dilutions (qui donne lieu a 
une solution de dilution determinee) , si la dilution a 
6t6 correctement faite et s'il n'y a pas de 
contamination. Une dilution incorrecte pourrait, par 
exemple, consister en l'oubli d'une dilution 
ant^rieure ou en 1 1 introduction d'une goutte, 
contenant par exemple la substance active a la 
dernifere dilution detects, ou 1 'utilisation d'une 
pipette mal rincee, ce qui * de telles dilutions 
risque de tout changer. 

Le proc^de est tel qu'il permet de controler 
chacune des dilutions et lorsque la substance temoin 
est encore presente, de quantifier la dilution en 
comparant la quantite th^orique calculee de substance 
temoin et la quantite ef f ectivement trouvee. Lorsqu'il 
n'y a plus de substance temoin, il n'y a plus non plus 
de substance active puisque la substance temoin 
disparait apres la substance active. Aprfcs un certain 
nombre de dilutions on doit s'attendre non seulement a 
1' absence de substance active, mais aussi a 1' absence 
de substance temoin. 

Comme indique ci-dessus, les dilutions seront 
reper6es par premiere dilution, deuxieme dilution, 
troisieme dilution, 6nieme dilution ou encore dilution 
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1, 2, 3, 4, ... n. De fason habituelle, les derniferes 
dilutions sont les dilutions 30 ou 40 (d^cimales) . 

Ces dilutions peuvent etre faites selon n'importe 
quelle 6chelle, .notamment d6cimale ou centesimale. 

Dans tout ce qui pr^cfcde et dans tout ce qui 
suit, les valeurs chiffr6es correspondent, sauf 
indications contraires, aux dilutions d^cimales. 

Mais, le terme "dilution" peut s'appliquer aux 
dilutions cent^simales. Au fur et h mesure des 
dilutions, la solution dilute sera telle qu'elle 
contient lO" 10 moles/1, puis 10' 12 moles/1 , puis une 
quantite inferieure a 10' 14 moles/1, Generalement au- 
dela de cette concentration molaire par litre il n'y a 
plus de molecules dans la solution, ce qui n'empdche 
pas ladite solution diluee de presenter encore, et 
d'une fagon tout a fait inattendue, une activity. 

Dans le procede de 1« invention, on peut 
introduire la substance temoin avant n^mporte quelle 
dilution, c f est-a-dire dans n'importe quelle solution 
de dilution determinee. 

Par "substance temoin n • interf 6rant pas avec la 
solution de dilution n - l" on ddfinit une substance 
temoin telle que sa presence n'a aucune incidence sur 
l f activite eventuelle de la solution de dilution 
n - 1. 

Lorsqu«on a introduit la substance t6moin & la 
dilution n - 1 et que l'on precede It une premiere 
dilution de la solution de dilution n - 1 contenant la 
substance t6rooin, on continue ensuite a diluer jusqu'a 
ce qu'on atteigne une dilution a laquelle la substance 
temoin disparait. Le procede de I 1 invention implique 
au moins un dosage de la substance temoin apres la 
dilution n. Ce dosage a lieu de pr6f6rence au moins 
une fois dans 1 » intervalle allant de la dilution n & 
la dilution n - 1 + m, c f est-&-dire au moins une fois 
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de la premifere dilution de la substance temoin a la 
dilution k laquelle. la substance t6moin disparait. 

Sur I'intervalle allant de la dilution n a la 
dilution n - 1 + m de la substance temoin, on peut 
faire en principe un dosage quantitatif puisqu'on peut 
aprfes chacune des dilutions denin-l + m doser la 
substance temoin et la comparer avec la valeur 
correspondante th^orique calcul6e. 

Lorsque la substance t6moin est telle quelle 
n'est plus presente dans aucune solution "de dilution 
determinee, il est 6galement avantageux de faire un 
dosage par exemple sur les trois dilutions qui suivent 
celle a partir de laquelle la substance temoin a 
disparu, dilution pendant laquelle on n'ajoute pas de 
substance temoin. 

Ceci permet de conf inner qu'il n'y a pas eu de 
contamination par rapport a la dilution a laquelle on 
constate qu'il n'y a plus de substance temoin. Dans ce 
cas, il ne s'agit plus d'un contrdle quantitatif mais 
d'un controle qualitatif permis par 1' absence de la 
substance temoin, la subtance temoin se comportant 
alors comme un temoin negatif . 

Selon un autre mode de realisation pre fere de 
I 1 invention, on introduit au moins deux fois la 
substance temoin, l f une des deux introductions de la 
substance temoin dtant effectuee dans la solution de 
dilution n - 1, la substance temoin disparaissant 
entre la dilution n-l + metn + m, 1" autre 
introduction est effectuee au plus tot dans la 
solution de dilution n + m, et de preference dans la 
solution de dilution n + m + y, n etant un nombre 
entier supdrieur h 0, m 6tant avantageusement compris 
de 5 & 8, y 6tant avantageusement compris de 3 a 5. 

Ce proc6d6 correspond au fait que l»on introduit 
une premifere fois la substance t6moin dans la solution 
de dilution n - 1, on dilue jusqu'a I'obtention d'une 
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solution de dilution dans laguelle la substance temoin 
a disparu et sans ajouter h nouveau de substance 
t6moin ayant que celle-ci n'ait disparu, sinon le 
dosage effectu6 sur chacune des dilutions de la 
solution de dilution n k la dilution dans laquelle la 
substance tdmoin a disparu n'aurait plus de sens. 

On attend done que la substance temoin ait 
disparu pour en ajouter h nouveau. On peut ajouter a 
nouveau de la substance temoin & la dilution qui suit 
tout de suite celle pour laquelle la substance temoin 
a disparu, mais de fa?on avantageuse, on ajoute a 
nouveau la substance temoin de 2 a 10 dilutions qui 
suivent la dilution a laquelle la substance temoin a 
disparu pour la premiere fois, et avantageusement a 
partir de la troisieme, quatrieme ou cinquieme 
dilution qui suit la dilution correspondant a la 
disparition de la substance t6moin. 

On peut ainsi repeter le proced£ d 1 introduction 
de la substance t6moin toutes les fois que celle-ci a 
disparu ou en attendant 3 dilutions a 5 dilutions 
apres la dilution a partir de laquelle la substance 
temoin a disparu. 

En pratique, selon le procede de l f invention, on 
peut reintroduire la substance temoin a intervalle 
r^gulier, et il suffit par exemple de pouvoir detecter 
la substance temoin sur 3 ou 4 dilutions, pour montrer 
que la diminution de la substance temoin est reguliere 
(done que les dilutions sont correctes) et qu'en 
dehors des zones ou la substance temoin est 
detectable, il n'y a pas de contamination. 

Selon un mode de realisation du proced6 de 
I 1 invention, on introduit la substance temoin pour la 
premiere fois dans la solution de dilution n - 1, puis 
on r^introduit la substance temoin dans la solution de 
dilution qui suit celle qui correspond a la 
disparition de la substance temoin introduite dans la 
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dilution n - 1, puis on reintroduit une deuxieme fois 
la substance temoin dans la solution de dilution qui 
suit celle qui correspond a la disparition de la 
substance temoin reintroduite et ainsi de suite. 

Selon un autre mode de realisation du procede de 
1' invention, on introduit la substance temoin pour la 
premiere fois dans la solution de dilution n - 1, la 
substance temoin disparaissant entre la dilution 
n-l + metn + m, m etant compris notamment de 5 a 
8, on reintroduit la substance temoin dans la solution 
de dilution n + m + y, y etant compris de 2 a 10, 
avantageusement de 3 a 5, et ainsi de suite. 

Selon un autre mode de realisation on introduit 
la substance temoin pour la premiere fois dans la 
solution de dilution n - i, puis toutes les m 
dilutions, m etant compris de 5 a 15, avantageusement 
de 10 a 15, et avantageusement encore 10 ou 15. 

Selon un mode de realisation avantageux, le 
procede de 1 ' invention est tel que 

la solution initiale subit des dilutions 
successives, la premiere dilution de la solution 
initiale etant obtenue par prelevement d'une fraction 
ou de la total ite de la solution initiale, et le 
melange de cette fraction ou de la total ite de la 
solution initiale dans une solution de dilution, ce 
qui donne la solution de premiere dilution, la 
deuxieme dilution de la solution initiale etant 
obtenue par prelevement d'une fraction ou de la 
totalite de la solution de premiere dilution, et le 
melange de cette fraction ou de la totalite de la 
solution de premiere dilution dans une solution de 
dilution, pour donner la solution de deuxieme dilution 
et ainsi de suite, jusqu'a la solution de la derniere 
dilution, 
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- chacune des solutions allant de la solution de 
premiere dilution & la solution de dernifere dilution 
const ituant une solution de dilution d£termin£e, 

- chague solution de dilution determin6e subit une 
agitation vigoureuse, 

- les dilutions successives etant telles qu'au mo ins 
une des solutions de dilution d£terminee contient la 
substance active en quantity inf6rieure a 10* 10 moles, 
avantageusement inferieure & 10* 12 moles/1 et de 
preference inf6rieure a 10" 14 moles/1, ou ne contient 
plus de substance active, ladite solution de dilution 
determinee presentant encore une activity & des 
dilutions sup£rieures a celle & laquelle la substance 
active a disparu, 

caracterise en ce que: 

- on introduit, avant au moins I'une guelconque des 
dilutions n, n 6tant un nombre entier sup£rieur 4 0, 
dans la solution de dilution n-1 une substance temoin 
soluble dans ladite solution et n 1 interf erant pas avec 
la solution de dilution n-1, 

* la substance temoin presentant la propriete 
d'etre detectable a des dilutions superieures a celle 
a partir de laquelle la substance active n'est* plus 
detectable, 

et 

* la substance temoin presentant egalement la 
propriety de disparaitre entre la dilution n - 1 + m 
et n + m, m etant le nombre de dilutions oil est 
pr6sente la substance temoin et etant compris 
notamment de 5 a 8, 

- on dose au moins une fois la substance temoin apres 
la dilution n, de preference au moins une fois dans 
l'intervalle allant de la dilution n a la dilution 

n - 1 + m et au moins une fois dans l'intervalle 
allant de la dilution n + m a la dilution n + m + y, y 
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6tant la plage de dilution libre de substance temoin 
et 6tant avantageusement compris de 3 4 5, 

- et de la dilution n 4 la dilution n - 1 + m on 
compare la valeur de la concentration de la substance 
t6moin obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance t6moin calculee d'apres la dilution, ce qui 
permet de controler quant itativement les dilutions, et 

- de la dilution n + m a la dilution n + m + y, on 
vdrifie qu^l n'y a plus de substance temoin, ce qui 
permet de controler d'une part la qualite des 
dilutions et d'autre part l'absence de contamination. 

La substance temoin est douee de la propriete 
d f etre detectable a des dilutions superieures a celle 
a partir de laquelle la substance active n'est plus 
detectable, c'est-a-dire que si elle etait introduite 
dans la solution initiale avant la premiere dilution 
de la solution de depart elle disparaitrait a une 
dilution supdrieure h celle a laquelle la substance 
active n'est plus detectable. 

Pour fixer les idees, compte tenu des moyens 
techniques disponibles a ce jour, une substance est 
d6celable par les moyens biochimiques habituels 
jusqu'4 une quantite d' environ 1CT 6 moles/1. 

Dans certains cas, les substances actives peuvent 
6tre detectables jusqu'S 10* 12 moles/1. Mais, ceci 
implique des systemes de detection tres sensibles. 

En ce qui concerne la substance temoin, de fagon 
generale, elle est detectable jusqu'a environ 
3xlO-io-3xlO M1 moles/1, ce qui correspond a la dilution 
7 lorsque la concentration initiale est d 1 environ 0,1 
environ 10 mg/1, notamment d' environ 1 mg/ml. La 
quantite en moles/1 , jusqu f 4 laquelle la substance 
temoin est detectable correspond a la limite a partir 
de laquelle. on considere qu'il n'y a plus de substance 
temoin. 
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Or, les substances actives utilisables dans le 
procddd de l v invention sont d^tectables h des 
concentrations d' environ lxl(T 3 & lxlCT 6 moles/1 , 
c'est-&-dire jusqu'i environ la troisieme dilution 
d6cimale, pour une concentration initiale d 1 environ 
lxlCT 3 moles/1* 

Selon un mode de realisation avantageux du 
proc£d£ de l 1 invention, la substance temoin est 
introduite h la dilution n - 1, et disparaissant entre 
la dilution n-l+metn + m, elle est reintroduite 
h la dilution n + m + y 1' intervalle m + y + 1 6tant 
tel que, 

- sur environ l'une des deux moiti^s de cet intervalle 
les dilutions sont telles que les solutions de 
dilution corresppndantes ne sont pas actives et 

- sur environ l 1 autre moiti6 de cet intervalle, I'une 
au moins des solutions de dilution correspondantes est 
active. 

On a represents sur la Figure 1 

- en traits pointings la variation de I'activite 
de la solution de dilution en fonction de la dilution, 

en traits pleins la variation de la 
concentration initiale de la substance temoin ajoutee 
au depart en fonction de la dilution, et 

- en traits pointilles courts - pointings longs, 
la variation de concentration initiale de la substance 
active en fonction de la solution de dilution* 

Pour fixer les idees, la concentration initiale 
de la substance temoin est d' environ 1 mg/ml, et celle 
de la substance active est d' environ 1 mg/ml, 

Sur cette figure 1, donnee a titre illustratif et 
non limitatif, la substance temoin disparait entre la 
dilution 7 et 8, la substance active disparait entre 
la dilution 4 et 5, I'intervalle de dilution sur 
lequel la substance t6moin est pr6sente est de 0 a 8 
dilutions. Sur la moiti6 de cet intervalle c'est-a- 



WO 91/13611 



PCT/FR91/00206 



17 

dire de 0 4 4 dilutions, on constate que la solution 
pr^sente une certaine activity alors que sur I 1 autre 
moiti6 de 1 1 intervalle, c'est-4-dire de la quatrieme k 
la huitifeme dilutions, la solution ne pr6sente plus 
d 1 activity. Sur l f intervalle de 0 4 4 dilutions, la 
substance t6moin est telle qu'il y ait une activite 
dans la solution de dilution correspondante et sur 
l 1 intervalle de 4 & 8 dilutions la substance temoin 
est telle qu»il n'y a seulement pas d 1 activite des 
solutions de dilutions correspondantes . 

Selon un autre mode de realisation, la substance 
temoin pr^sente la propriete selon laquelle si elle 
est introduite dans la solution initiale avant la 
premiere dilution de la solution de depart et si la 
substance active disparait (n'est plus detectable) 
entre la dilution p et la dilution p + 1, la substance 
t6moin disparait entre la dilution p + x et la 
dilution p + x + 1, x etant compris notamment de 2 a 
4, p 6tant compris notamment de 3 a 6, 

Dans les definitions sus-indiquees, m correspond 
a p + x, lorsque la substance temoin est introduite 
dans la solution initiale avant la premiere dilution 
de la solution de depart. 

Selon un autre mode de realisation de 
1' invent ion, le procede comprend les etapes suivantes: 

- on introduit la substance temoin dans la solution 
initiale contenant la substance active avant la 
premiere dilution de ladite solution initiale, 

- on effectue les dilutions successives de la solution 
initiale contenant la substance active et la substance 
temoin, la premiere dilution de la solution initiale 
6tant obtenue par prelevement d f une fraction ou de la 
totalite de la solution initiale, et le melange de 
cette fraction ou de la totality de la solution 
initiale dans une solution de dilution, ce qui donne 
la solution de premiere dilution, la deuxieme dilution 
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de la solution initiale 6tant obtenue par prdlfevement 
d'une fraction ou de la totality de la solution de 
premiere dilution, et le melange de cette fraction ou 
de la total ite de la solution de premifere dilution 
dans une solution, de dilution, pour dormer la solution 
de deuxi&me dilution et ainsi de suite, jusqu'& la 
solution de la dernifcre dilution, 

la substance active disparait entre la dilution p et 
la dilution p + 1 et la substance t£moin disparait 
entre la dilution p + x et la dilution p + x + 1, p 
6tant compris de 3 a 6, x 6tant compris de 2 a 4, la 
solution pr6sentant encore une activite pour au moins 
une dilution sup6rieure ou 6gale a la dilution p + 1, 

- apres la premifere dilution, on preleve pour au moins 
une dilution d6terminee, a partir de la solution 
obtenue a I 1 issue de ladite dilution une quantite 
suffisante de solution pour doser la substance temoin, 
et de preference on dose la substance temoin a chaque 
dilution de la dilution 1 a la dilution p + x et de 
preference au moins une fois de la dilution p + x + 1 
a la dilution 1 + p + x + y, y 6tant avantageusement 
compris de 2 a 10, avantageusement de 3 h 5, et 
avantageusement encore 4 chaque dilution de la 
dilution p + x + 1 h la dilution 1+p+x+y, 

- et de la dilution 1 h la dilution p + x, on compare 
la valeur de la concentration de la substance temoin 
obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance temoin calcul6e d 1 apres la dilution, ce qui 
permet de controler quant itativement les dilutions et 
de la dilution p + x + 1 & la dilution 1+p+x+y, 
on v^rifie qu'il n'y a plus de substance temoin, ce 
qui permet de contrdler d'une part qu'il n'y a pas eu 
contamination et d' autre part la quality des 
dilutions, 

et on procfede a une 6tape d 1 agitation de la solution 
de dilution d6terminee au minimum apres toutes les dix 
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dilutions, de preference apres toutes les trois 
dilutions, avantageusement apr£s chaque dilution, 
I 1 agitation etant constitute par une etape de bullage 
de la solution de dilution determinee a l f aide 
d' insufflation de gaz & un taux d 1 agitation suffisant 
pour creer la formation d'un vortex dans la solution 
de dilution d6termin6e a agiter. 

Selon un autre mode de realisation on introduit 
pour la premiere fois la substance temoin avant la 
premiere dilution, puis on introduit la substance 
temoin pour la deuxieme fois dans la solution de 
dilution qui suit celle & laguelle la substance temoin 
introduite pour la deuxifeme fois disparait, puis on 
introduit une troisieme fois la substance temoin dans 
la solution de dilution qui suit celle qui correspond 
a la disparition de la substance temoin introduite la 
deuxieme fois, et ainsi de suite. 

De fa<?on avantageuse, chaque introduction de la 
substance temoin a lieu de 2 a 10, avantageusement 3 a 
5 dilutions apres celle qui correspond a la 
disparition de la substance temoin precedemment 
introduite. 

Selon un autre mode de realisation on introduit 
la substance temoin avant la premiere dilution et 
toutes les m dilutions, m etant compris de 5 a 15, 
avantageusement de 10 a 15, et avantageusement encore 
10 ou 15. 

Selon un autre mode de realisation, on introduit 
la substance temoin pour la premiere fois dans la 
solution initiale, puis toutes les dix dilutions a 
partir de la solution initiale. 

Selon un autre mode de realisation on dose la 
substance temoin avantageusement toutes les 10 
dilutions, et de preference a chaque dilution. 



WO 91/13611 



PCT/FR91/00206 



20 

Selon un- autre mode de realisation la solution 
initiale contient une substance active k raison 
d* environ lxlO* 3 & environ IxlCT 6 moles/1. m 

Selon un autre mode de realisation, lorsque la 
substance t6moin est constitute par une enzyme, 
celle-ci est choisie parmi la peroxydase, est 
notamment la peroxydase de raifort, detectable par sa 
rdactivitd avec le substrat D-phenylene diamine en 
milieu H 2 0 2 . 

La solution initiale et la solution de dilution 
sont des solutions aqueuses, d'alcool pur, ou de 
glycerine, et de fa<?on avantageuse des solutions 
aqueuses . 

L' invention concerne egalement un appareil 
automatique pour la mise en oeuvre du procede defini 
ci-dessus, comprenant : 

- des moyens pour effectuer les dilutions successives 
d'une solution initiale contenant une substance 
active, lesquelles dilutions conduisent a des 
solutions de dilution determinee, 

- des moyens de bullage programmes pour effectuer le 
bullage au minimum apres toutes les dix dilutions, 
avantageusement apres toutes les trois dilutions et de 
preference apres chaque dilution, 

- dventuellement des moyens de ringage entre chaque 
dilution, 

- des moyens pour effectuer le contr61e de la dilution 
et de la contamination des solutions de dilution 
determinee obtenues repsectivement a l 1 issue des 
dilutions successives. 

Les solutions de dilution determinee, obtenues 
conformement au procede d6fini ci-dessus comportant 
l f etape de bullage et eventuellement controiees quant 
^ leur dilution et a leur contamination peuvent etre 
utilisees telles quelles comme medicament fini, ou 
peuvent etre utilisees en tant que solutions actives, 
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pour la fabrication de compositions homeopathiques 
gaieniques solides et de toute preparation k haute 
dilution (au-dela de 1 x 10" 10 M) a visee 
Pharmacol ogique experimental et clinique (chez 
1' animal et chez l'homme, mais aussi en biologie 
vegetale) . 

En ce qui concerne les compositions gaieniques 
homeopathiques solides, on peut citer les granules ou 
globules, qui sont rendues actives par impregnation 
dans une solution de dilution determinee obtenue selon 
le procede defini ci-dessus comportant l'etape de 
bullage et 6ventuellement controlee quant a sa purete 
et sa contamination comme indique ci-dessus. 

L' invention concerne egalement un procede 
d'obtention d'une solution diluee presentant une 
activity moyenne dans lequel on melange des solutions 
de dilution determinee success ives, obtenues 
conformement au procede decrit ci-dessus, chaque 
solution etant de dilution differente, mais 
correspondant a la meme echelle de dilution. 

Les solutions de dilution determinee obtenues 
conformement au procede defini ci-dessus comportent 
l'etape de bullage et eventuellement controlees quant 
a leur dilution et a leur contamination, peuvent etre 
utilisees soit individuellement, notamment pour des 
etudes de pharmacologic f ondamentale, soit apres 
melange entre elles. En meiangeant plusieurs solutions 
de dilution determinees, par exemple de 2 a 20 
solutions de dilution successives (nombre pref6re de 
dilutions meiangees ; 10) correspondant a la meme 
echelle de dilution (c'est-a-dire par exemple 
uniquement decimales ou uniquement centesimales, etc 
...)/ on obtient une solution diluee ci-apres designee 
par "melange" qui, experimentalement, presente une 
activite moyenne. Ce procede, consistant a utiliser 
des melanges de solutions de dilution determinee 
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successives, permet done de pallier 1 1 inconvenient 
d'utiliser des solutions de dilution determines 
individuelles pour lesquelles on ne peut pas tou jours 
prevoir si elles seront actives ou non, au profit 
d'une activity moyenne, mais plus constante. 

L' invention a egalement pour objet un procede 
d f acoroissement de 1 1 activity d'une solution de 
dilution determin6e dans lequel on utilise une 
solution de dilution d6termin6e obtenue conform6ment 
au procede decrit precedemment , caracterise en ce que 
l'on soumet cette solution de dilution determinee a 
une haute dilution unique . 

L' invention a egalement pour objet un procede 
d 1 acoroissement d'activite d'une solution diluee 
(melange) dans lequel les solutions de dilution 
determinee utilis6es sont obtenues selon le procede 
decrit precedemment, caracterise en ce que l'on soumet 
ledit melange & une haute dilution unique. 

Une solution de dilution determinee ou un melange 
obtenu comme indique ci-dessus, peut etre utilise tel 
quel en pharmacologic experimentale ou en 
therapeutique. Mais, on peut augmenter 

considerablement 1' activity de cette solution de 
dilution determinee ou de ce melange en procedant a 
une tres haute dilution unique, e'est-a-dire une 
petite quantite d'une solution de dilution determinee 
ou du susdit melange, dilute en une seule fois dans un 
grand volume de liquide diluant (eau, eau-alcool, 
alcool, ...)# par exemple 10 microlitres dans 10 ml 
avec forte agitation. On obtient ainsi une activite 
biologique maximale. Le niveau de dilution unique doit 
etre adapte h I 1 activity de la substance de depart et 
£ la nature de la susbtance diluee. Le niveau de 
dilution est d'au moins 100, mais on peut diluer en 
une seule fois sans limite superieure, celle-ci 
n'etant indiqu6e que par la possibility materielle de 
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distribuer un tr&s faible volume dans un tres grand. 
En pratique, il peut 6tre de 100 h 10 5 . Par exemple, 
un facteur de 1 x 10 8 demande de diluer un microlitre 
dans cent litres. La meilleure zone de dilution doit 
done etre d6terminde & chaque cas selon la sensibility 
du syst^me biologique et la nature de la substance & 
diluer. 

EXEMPLE I : 

Cet exemple est relatif au controle de 
l 1 activation et de 1' inhibit ion de 1 ■achromasie des 
basophiles humains, en utilisant le proc6de comprenant 
les etapes de bullage et de verification de la 
dilution et de la contamination. selon l 1 invention. 

Plus precisement, dans cet exemple, on v£rifie 
I'effet des hautes dilutions d'un anticorps anti-IgE 
sur les basophiles humains, les solutions de haute 
dilution etant preparees et controlees quant a leur 
dilution et a leur contamination selon le procede d* 
1 1 invention. 

I- PRELEVEMENT SANGUIN : 

II est effectue chez des sujets ne pr^sentant 
aucune allergie reconnue, ni sero-positif s ni 
hepatite-positifs. 

Vingt ml de sang de ces donneurs sont recueillis 
dans deux tubes en verre glycerines contenant chacun 
250/il d f anticoagulant ainsi prepare : 

- Melanger (1:1) deux solutions d'EDTA-Na 2 et 
d'EDTA-Na 4 (Merck, Darmstadt, RFA) 0 f 2 M, pH 7,40. 

* EDTA-NaCl 2 (PM=372,24) : 3,7 g dissous 
dans 50 ml d'eau distillee chauffee, 

* EDTA-Na 4 (PM=452,24) : 4,5 g dissous dans 
50 ml d f eau distillee froide. 

- A 100 ml du melange, on ajoute de l f heparine 
sans phdnol (Choay, Paris, France) a la concentration 
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finale de 40 U/ml (c.a.d. 4000 U dans 100 ml de 
solution d'EDTA) • 

Les tubes contenant 1 'anticoagulant (250 Ml/tube) 
sont prepares h l'avance et conserves & +4 # c. 
II- PREPARATION PES TAMPONS : 

On dispose de deux tampons : 

- un tampon de lavage, ne contenant pas de 
calcium, n^cessaire * la preparation des cellules; 

- un tampon de dilution, contenant du calcium, 
ndcessaire & la preparation des dilutions. 

Ces deux tampons sont prepares extemporan6ment a 
partir du tampon de Tyrode stock suivant : 
!• Tampon de Tyrode* tamponne a l'HEPES : "Tvrode- 
HE PES" *— — 



Produits 


Molarite (mM) 


PM 


g/litre 


KCl 


2,6 


74,6 


0,195 


NaCl 


137,0 


58,4 


8,0 


Glucose 


5,55 


180,16 


1,0 


HEPES 


10,0 


260,0 


2,6 


EDTA-Na 2 


2,3 


292,2 


0,672 


(sans acide) 









Les produits sont dissous a chaud par agitation 
dans de l'eau ultra-pure (obtenue apres traitement par 
une machine k osmose inverse et filtration) . Le pH est 
ajust6 i 7,40 avec NaOH 5N et IN. Le tampon est alors 
filtr6 (filtre 2 /an, Costar, Cambridge, USA) sous 
hotte sterile et conserve a +4*C durant 10 jours 
maximum. 
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Source des produits : 

KC1, NaCl, Glucose, EDTA-Na 4 sont des reactifs pour 
culture cellulaire, Sigma Chemical Company, Saint 
Louis, Missouri, USA. 

HEPES, Seromed •, Biochrom KG, Berlin, rda. 

2. Le tampon de lavage : 

C'est le tampon de Tyrode-HEPES ramene a la 
temperature ambiante et a juste a pH 7,40 
extemporanement . 

3. Le tampon de dilution : 

C'est le tampon de Tyrode precedent, porte a 
temperature ambiante et a juste extemporanement a pH 
7,40 apres addition de calcium. 

a) Solution stock de CaCl, 220 mM : 

1,62 g de CaCl 2 2H 2 0 dans 50 ml de tampon de 
Tyrode-HEPES a pH 7.40. La conservation a lieu a +4*c. 

b) Tampon de dilution : 

La concentration finale dans les dilutions est de 
llmM : 5 ml de CaCl 2 220 mM q.s.p. 100 ml de tampon de 
Tyrode-HEPES. Ajuster a pH 7,40 avec NaOH IN ou 0,1N. 
HI" PREPARATION DES GAMMES DE DILUTIONS D'ANTI-IaE 

(TEST) , D' ANTI-IaG ET D'EAU DISTILLEE ULTRA-PURE 

( CONTROLES ) : 

Les dilutions d'eau distillee ultra-pure ne sont 
pas preparees et testees systematiguement pour toutes 
les experiences. 

!• Les antiserums anti-IgE et anti-IaG : 
II s'agit d'un antiserum de chevre anti-IgG 
humaine (Fc specifigue, GAHu/lgG(Fc) ) et d'un 
antiserum de chevre anti-IgE humaine (Fc specifigue, 
GAHu/IgE(Fc) ) (Nordic Immunology, Tilburg, The 
Netherlands) dont la concentration en anticorps est de 
1 mg/ml. 

Les antiserums lyophilises sont repris par 1 ml 
d'eau distillee ultra-pure puis aliguotes en tubes 
eppendorf (15 /il/tube) et conserves a -20 *C. 
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La concentration en anticorps est de 1 mg/ml. 
2. Dilution des antiserums et de I'eau distillee 
ultra-pure : 

Les dilutions se font sous le controle d'un 
chercheur stranger au laboratoire et responsable du 
traitement statistique des resultats (INSERM U292) . 

Elles sont realisees sous hotte a flux laminaire 
sur un Automate Programmable 222-401E Gilson (Gilson 
Medical Electronics, France) en utilisant des tubes 
steriles neufs tires au sort de 5 ml en polypropylene 
(Greiner) . Le tampon de dilution utilise est du tampon 
de Tyrode-HEPES contenant du calcium 11 mM et ajuste a 
pH 7,40. 

On dilue d'abord I'eau distillee ultra-pure , puis 
l 1 anti-IgG, puis 1" anti-IgE. Un cycle de rin?age est 
programme au debut et a la fin de chacune des gammes 
de dilutions. Celles-ci comportent 29 tubes allant de 
la dilution 1 x 10 2 a la dilution 1 x 10 30 de I'eau 
distillee ultra-pure ou de la solution d' antiserum 
anti-IgG ou anti-IgE de depart. 

A titre de traceur enzymatique permettant de 
juger de la bonne pratique des dilutions, on ajoute de 
la peroxydase (Sigma) en meme temps que I'eau 
distillee ou 1* antiserum anti-IgG ou anti-IgE. La 
solution de peroxydase a ete prepar6e a 1 mg/ml, 
aliquotee en tubes eppendorf (15 /il/tube) et conservee 
h -20 # C. 

Realisation d'une qamme de dilutions : 

Les 29 tubes de la gamme, vides et portant le 
num6ro correspondant a leur dilution marque au feutre, 
sont places sur le portoir de l'appareil automatique 
Gilson. 

Dans le premier tube, correspondant a la dilution 
1 x 10 2 , 10 jxl d'eau distillee ou d 1 anti-IgG ou 
d 1 anti-IgE (1 mg/ml) et 10 /il de peroxydase (1 mg/ml) 
sont ajoutes h 980 pi de tampon de Tyrode contenant du 
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calcium 11 mM (tampon de dilution) . Le tube est bouche 
et agit6 pendant 30 sec sur un Vortex. 

La dilution 1 x 10 2 faite manuellement est 
replacSe sur le portoir et le programme de dilution 
automat ique est alors engag6. Apres un cycle de 
ringage avec le tampon de dilution, une seringue de 
500/xl (piston inox) prdlfeve 100 /il de la dilution 1 x 
10 2 et aspire 4 00 /il du tampon de dilution. Le tout 
est rejete dans le tube suivant, correspondant k la 
dilution 1 x 10 3 . Cinq cent /il de tampon de dilution 
sont encore aspires et rejetes dans le tube de la 
dilution 1 x 10 3 , ce qui assure le ringage de la 
seringue. L 1 agitation de la dilution est assuree par 
une aspiration-refoulement de 500 /il d'air, 5 fois de 
suite, au maximum de Vitesse de refoulement. 
L'aiguille prdlfeve ensuite 100 /xl de la dilution 1 x 
10 3 , aspire 400 /il puis 500 /xl de tampon de dilution 
selon le meme processus que prScedemment pour obtenir 
la dilution 1 x 10* et ainsi de suite. 

A la dilution 1 x 10 30 , l'appareil s'arrete 
automatiquement et enclenche un cycle de ringage. Une 
nouvelle gamme peut alors etre mise en oeuvre. 
Schema du processus de dilution automatique de 
I 1 antiserum anti-IgE : 

Ce schema fait l'objet de la figure 2, sur 
laquelle on a represents le procede de dilution 
automatique dans lequel les Stapes d f agitation 
mentionnSes par "bullage" sont faites conformeroent au 
procede de l 1 invention et dans lequel I'etape 
d f agitation qui suit la premiere dilution est faite 
manuellement sur un appareil a agitation par 
excentrique. 

3. Codage des tubes des dilutions d'eau distillee 
et d 1 antiserums : 

Lors d»une experience "activation", on teste : 
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- les dilutions ponderales 1 x 10 2 a 1 x 10 A 
d'anti-IgE et du controle anti-IgG et/ou eau 
distiliee; 

- les hautes dilutions 1 x 10 21 a 1 x 10 30 (au- 
dela du nombre limite de molecules calcule grace au 
nombre d»Avogadro) d»anti-IgE et du controle anti-IgG 
et/ou eau distiliee. N'importe quelle partie de la 
gamme de dilution au-dela de la limite donnee par le 
nombre d»Avogadro peut etre utilisee; 

- les temoins internes controlant la sensibilite 
au calcium des basophiles et correspondant aux tampons 
de Tyrode sans calcium et de Tyrode avec calcium, 

a) Realisation du code : 

Dans ce protocole "activation", tous les tubes 
sont testes en ayeugle. 

Le chercheur stranger au laboratoire et 
controlant la realisation des experiences attribue a 
chacun des tubes, suivant une table de randomisation : 

- un nombre compris entre 1 et 30 lorsque 
1' experience compare I'efficacite des dilutions 
d ! anti-IgE et d 1 anti-IgG; 

- un nombre compris entre 1 et 43 lorsque 
I 1 experience compare l'efficacite des dilutions d'eau 
distillee, d'anti-IgG et d'anti-IgE. 

Pour ce faire, les numeros correspondant aux 
dilutions et marques au feutre sur les tubes sont 
effaces a l'alcool et des etiquettes portant un numero 
de code sont collees sur les tubes. 

Exemple : dans le cas d'un code compris entre 1 et 30, 
les tubes codes seront : 

- les tubes des dilutions lxlO 2 a lxlO 4 d 1 anti- 
IgG (3 tubes) et d^nti-IgE (3 tubes); 

- les tubes des dilutions 1 x 10 21 a 1 x 10 30 
d'anti-IgG (10 tubes) et d'anti-IgE (10 tubes); 
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- les tubes de controles internes : 1) tampon de 
dilution, Tyrode ayec calcium (2 tubes) ; 2) tampon de 
lavage, Tyrode sans calcium (2 tubes) . 

b) D6doublage de la gamme codee de 1 i '30 ou de 1 
a 43 : 

De chacun des tubes cod£s, on pr61feve 200 /xl 
(Pipetman 200) qui sont deposes dans des tubes 
d'agr^gametre de 1 ml. Les tubes sont bouch6s et 
emportes par la personne ayant fait le code pour un 
dosage de controle eventuel, ulterieur et independant, 
des immunoglobulines pouvant etre contenues dans les 
dilutions (dosage par 61ectrophorese sur gel de 
polyacrylamide) ou tout autre controle approprie 
(spectrometrie de masse etc...). 
IV- PREPARATION CELLUIAIRE : 

Avant de proceder h l'obtention d'une suspension 
enrichie en basophiles a partir du sang recueilli sur 
1" anticoagulant heparine-EDTA (paragraphe I), on 
determine le nombre de basophiles presents par mm 3 de 
sang total du sujet. 

1. Coloration et comptage des basophiles sur sang 
total : 

Les basophiles sont comptes grSce & leur 
propriete de coloration metachromatique avec le bleu 
de toluidine. 

a) Solution de coloration : le bleu de 
toluidine : 

Cent mg de bleu de toluidine (Toluidine Blue, CI 
N" 52040 C 15 H 16 CIN 3 S, PM=305,84, Fluka, Mulhouse, 
France) sont dissous dans 100 ml d f ethanol 25% et 
ajustes a pH 3,20-3,40 avec 80-100 /il d'acide acetique 
glacial. La solution est conservee a temperature 
ambiante en bouteille hermdtiquement close et a l'abri 
de la lumiere* 

b) La coloration : 
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Elle est r6alis6e en m^langeant 90 ^1 de colorant 
et 10 Ml de sang total dans le puits 4 fond rond d'une 
plaque de microtitration (Costar) . Le melange est 
imm£diatement et doucement agitd par 5 4 6 aspirations 
et ref oulements a I'aide de la pipette (Pipetman 200) 
ayarit servi 4 d^poser le colorant. 

c) Comptage des basophil es : 

Cinq 4 10 minutes apr&s le melange du sang et du 
colorant, celui-ci est 4 nouveau doucement agite et 
imm6diatement depose dans une chambre de Fuchs- 
Rosenthal (3,2 mm 3 ) 4 I'aide d'une pipette (Pipetman 
200). 

La lame est deposee en atmosphere humide (dans 
une boite fermee et humidifiee) pour eviter son 
dessechement. Apres 3 4 5 minutes correspondant au 
temps necessaire pour que la suspension color6e se 
d£pos£ dans le chambre de 1 1 h6mocytometre , on procede 
au comptage sur un microscope Olympus au grossissement 
G x 10 X 20. 

Les basophiles sont les seules cellules ayant un 
cytoplasme colore. lis apparaissent rouges et sont 
tres facilement identifies sur un fond pale. En cas de 
doute, il est necessaire de modifier la mise au point 
de fa?on 4 bien distinguer les cytoplasmes color£s en 
rose-rouge des basophiles de ceux des autres cellules 
qui restent transparentes . Les noyaux des autres 
leucocytes sont 16gerement color^s en bleu. 

G6neralement, sur sang total, on compte en 
moyenne 7 4 15 basophiles par chambre de Fuchs- 
Rosenthal, leur nombre pouvant aller de 2-3 4 30-35. 

2 . Obtention d'une suspension enrichie en 
basophiles : 

Lorsque les 10 jxl ndcessaires au comptage des 
basophiles sur sang total sont prelev^s, du Dextran 
T500 4,% (Pharmacia, Uppsala, Suede) est ajoute 4 
raison d'un volume pour cinq volumes de sang. Les 
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tubes sont inclines et au fur et a mesure de la 
sedimentation (20 min environ & 1 x g h temperature 
ambiante) , on recueille le plasma riche en leucocytes 
ainsi que des globules rouges en suspension. La 
presence de ces derniers renforcent la coloration des 
basophiles par le bleu de toluidine (observation 
empiriquement faite au laboratoire lors des essais 
exp6rimentaux) . 

La sedimentation est recueillie dans 2 tubes en 
plastique de 10 ml auxquels on ajoute du tampon de 
lavage (Tyrode-HEPES sans calcium, pH 7,40). Apres 
centrifugation (150 x g, 10 min), les culots de 
leucocytes (+ globules rouges) sont reunis en un seul 
tube, suspendus dans 10 ml de tampon de lavage et 
centrifuges & nouveau (150 x g, 10 min). Le plasma 
riche en leucocytes est initialement separe en 2 tubes 
afin de mieux laver les cellules. 

Le culot est finalement repris dans un aliquote 
du meme tampon, entre 400 et 900 /il environ, en 
fonction du nombre de puits a deposer (10 /il de 
suspension x fois le nombre de puits + 40 a 60 jil 
suppiementaires pour les pertes sur les parois du 
tube) . 

On a represente sur la figure 3 le schema de la 
preparation cellulaire. 

V- PR0TOCOLE DE L' ACTIVATION DES BASOPHILES HUMAINS 
PAR L'ANTI-IGE (ANTI-IGG OU EAU DISTILLEE A TITRE DE 
CONTROLE) : 

Apres la preparation des dilutions d» antiserums 
anti-IgG et anti-IgE (et, pour une quinzaine 
d f experiences, des dilutions d»eau distiliee) et leur 
codage, apres obtention de la suspension enrichie en 
basophiles, on procede au test proprement dit, sous 
hotte & flux laminaire. Le processus est identique 
dans le cas du code a 30 tubes et du code a 43 tubes. 
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1. Le protocole : 

- Dix txl de tampon de lavage (Tyrode sans 
calcium) sont d6pos6s au fond de 30 (ou 43*) puits a 
fond rond d'une plaque de microtitration stdrile 
(Costar) , en 6vitant les puits p6riph6riques ou les 
risgues de contamination et d 1 Evaporation sont plus 
grands , 

- vingt /il de chacune des dilutions codees (code 
de 1 h 30 ou de 1 & 43) sont ensuite deposes au fond 
de ces memes puits, 

- la plaque est prEinciubee 5 min a 37 °C, sous 
scotch et couvercle pour 6viter I 1 evaporation du 
contenu des puits, 

- dix Ml de suspension enrichie sont ensuite 
ajoutEs, 

- la plaque est alors doucement agitee par lents 
mouvements de rotation afin d'homogeneiser le contenu 
de chacun des puits; il est important que cette 
agitation soit douce afin d*6viter toute contamination 
d'un puits a l v autre, 

- la plaque est ensuite incubee 15 min a 37 *C, 
sous ruban adhesif et couvercle pour eviter toute 
evaporation, 

- aprfes incubation, 90 /il de bleu de toluidine 
sont ajout6s & chacun des puits et immediatement 
agites par 5 a 6 aspirations et refoulements avec une 
pipette multicanaux. On change des cones entre chaque 
rang6e de puits, 

- apres coloration, la plaque est ruban adhesifee 
et conservee une nuit h +4'C avant de proceder a la 
lecture, Sur cellules, lavees, la coloration est plus 
homogene apr^s plusieurs heures. 
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2. Schema de plaque : 
Exemple : dans le cas d'un code de 1 a 30 : 
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t 10 /il tampon de lavage (Tyrode sans Ca* + ) 
+ 20 nl dilutions codees (1 a 30) 
PREINCUBATION 5 min a 37 °C 

+ 10 /il suspension riche en basophiles (+ 
globules rouges) 
INCUBATION 15 min a 37 *C 
+ 90 Ml bleu de toluidine 

CONSERVATION une nuit a +4°C puis LECTURE 
3. Lecture au microscope optique. Comptaqe des 
basophiles : 

Les basophiles sont comptes le jour suivant 
1 'experimentation par la meme personne qui a prepare 
les cellules la veille. La technique est identique a 
celle du comptage des basophiles en sang total 
(paragraphe IV-l-c) . 

Lorsque le nombre de basophiles est important 
(supdrieur a 100 sur une chambre entiere de Fuchs- 
Rosenthal) , il est possible de ne lire (pour tous les 
puits) qu'une demi-chambre . Si plus de 150 basophiles 
apparaissent sur une demi-chambre de Fuchs-Rosenthal , 
il est preferable de d^poser le contenu des puits dans 
la chambre d f un hemocytometre de Malassez (1 mm 3 ), 

Trois & cinq minutes sont necessaires pour 
compter le contenu en basophiles d'une chambre 
d 1 hemocytometre. Un experimentateur entraine peut 
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t 

preparer 3 t 4 h6mocytometres en meme temps a 
condition d'entreposer ceux-ci dans une boite 
humidifiee afin d'6viter leur dessfechement. En cas de 
doute sur un compte, il est possible de redgposer le 
contenu d f un puits dans une chambre de Fuchs -Rosenthal 
pour proceder h un nouveau compte. Mais il est 
recommande de ne pas renouveler cette operation plus 
de deux fois pour un meme puits car il semble que les 
preifevements repetes avec agitation puissent 
endommager 1 "echantillon et entrainer alors des 
resultats erratiques. 

Les nombres de basophiles sont reportes dans un 
tableau k 1' image du schema de la plague. 

4 . Controle de quality des dilutions d 9 antiserums 
anti-IqG et anti-IqE : Dosage de la peroxydase : 

La peroxydase est dosee le jour-meme de 
1 1 experimentation , independamment , par la deuxieme 
personne prenant part au protocole et n'ayant pas fait 
I 1 experience ce jour-la. Il a pour but de controler le 
processus de dilution et de deceler une eventuelle 
contamination des hautes dilutions par des 
concentrations ponderales d 1 antiserum, contamination 
qui serait alors responsable de I'activite biologigue 
observee a haute dilution. 

C f est un dosage par spectrocolorimetrie a 490 nm 
bas6 sur la reactivite de la peroxydase avec le 
substrat O-Phenylfene-Diamine en milieu H 2 0 2 . 

a) Preparation des tampons et solutions : 

- Tampon citrate pH 5,0 

C'est un melange de 20,5 ml d'une solution 0,1M 
decide citrique (PM=210,1) et de 29,5 ml d'une 
solution 0,1M de citrate de sodium (PM=294,1). 

- Solution d»0-Ph6nyl6ne-Diamine (OPD) : 

Huit mg d'OPD (Sigma) sont dissous 
extemporanement dans 10 ml de tampon citrate pH 5,0. 
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La solution est conservee & l'abri de la lumiere sous 
feuille d» aluminium, 

b) Le dosage : 
Dans les puits d'une plaque de microtitration 96 
puits & fond plat (Costar) # on depose success ivement : 

- 50 pi de chacune des dilutions codees (de 1 a 
30 ou de 1 A 43) et des dilutions non cod6es (1 x 10 5 
& 1 x 10 20 ) des gammes d'eau distill§e, d'anti-IgG et 
d'anti-IgE (Pipetman 200). 

- 50 Ml d'OPD a 8 mg/10 ml (pipette distributrice 
eppendorf ) . 

- 10 Ml d'H 2 0 2 30 vol. (pipette distributrice 
eppendorf) . 

On observe une coloration jaune-orange des puits 
correspondant aux dilutions les plus concentrees. 

Laisser la reaction se faire pendant 10 minutes a 
l'abri de la lumiere, sous aluminium. 

A j outer 50 Ml (pipette distributrice eppendorf) 
d»H 2 S0 4 9% (H 2 S0 A concentre, dilue 10 fois, 3% final 
dans le puits) . La coloration precedemment observee 
s f accentue (coloration ocre-orange) . 

Lire immediatement a 490 nm avec un 
spectrophotometre-lecteur de plaque automatique 
(Dynatech Laboratories) . Les resultats sont 
automatiquement enregistres et imprimes. 
Schema de plague : 

Exemple dans le cas d'un code de 1 a 30 : 
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5) Les resultats "activation" : 

Les rgsultats (nombres de basophiles + dosage 
peroxydase) sont remis chaque jour k la personne ayant 
fait les codes. 

Les tubes correspondant & chaque experience sont 
enferm£s dans une enveloppe scell6e et dat£e et 
conserv6e & +4*C # aux fins de controles ultdrieurs. 
a) Interpretation des rdsultats : 

Elle sera faite apr^s une analyse statistique 
ind£pendante , sur les experiences selectionnees selon 
les criteres suivants : 

1. Nombre de basophiles dans les t€moins 
sup6rieur a 35. Les t6moins correspondent aux 
dilutions d'eau distillee, d'anti-IgG et aux tdmoins 
internes (tampon de Tyrode avec et sans Ca**) . 

2. Activity anti-IgE a dose ponddrale 
superieur a 40% d 1 achromasie par rapport aux dilutions 
ponddrales respect ives d'eau distillee ou d'anti-IgG. 
(L'anti-IgG & dose ponderale peut theoriquement 
entrainer Une achromasie des basophiles par rapport 
aux m6mes dilutions d f eau distillee ou par rapport aux 
temoins "Tyrode avec calcium". On peut invoquer une 
reconnaissance des chaines legeres de 1'IgE par 
1'anti-IgG ou une reaction anaphylactique IgG- 
ddpendante) . 

3. En presence de calcium seul, c'est-a-dire 
sans addition d 1 anti-IgE, le nombre de basophiles ne 
doit pas varier de plus de 25%. Ceci est verifie en 
comparant le nombre des basophiles mis en presence de 
tampon de Tyrode-calcium avec celui des basophiles mis 
en presence de tampon de Tyrode sans calcium. 

L' achromasie est ainsi determinde : 
Nb basos du puits temoin - Nb basos du puits test^ nn 

Nb basos du puits t&noin 

basos = basophiles 
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Pour chague experience seiectionnee selon les 
critferes : 

1) calcul de la difference entre la moyenne du 
nombre de basophiles comptes dans les puits contenant 
la solution anti-IgE et la moyenne du nombre de 
basophiles comptes dans les puits contenant la 
solution t6moin (eau distillee ou anti-IgG) , pour 
toutes les dilutions comprises entre 1 x 10 21 et 1 x 
io 30 . 

2) recherche, egalement, pour les hautes 
dilutions d 1 anti-IgE, de la presence d'au moins un pic 
d'achromasie de 3 a 4 points successifs signif icatif s 
en fonction des donrees de l'abaque (paragraphe VI-2). 

b) Reprdsentat • ^ .i des resultats : 

Elle est faite apres ouverture des codes, au 
terme de 18 experiences d 1 activation interpretables 
(c.a.d, repondant aux criteres de selection). 

Le nombre d 1 experiences necessaires a ete 
determine apres analyse statistique des resultats 
fournis par des experiences preiiminaires. 

Les resultats sont representes de la fagon 
suivante : 

Les dilutions (anti-IgE, anti-IgG ou eau 
distillee) logarithmiques sont portees en abscisses 
tandis que le nombre de basophiles est porte en 
ordonnees . 

Chaque graphique correspond a une experience. II 
comporte : 

1) une courbe qui represente les variations du 
nombre de basophiles en fonction des dilutions 
d 1 anti-IgE; 

2) une (ou deux) courbe (s) controle(s) figurant 
les variations du nombre de basophiles en fonction des 
dilutions d'eau distillee et/ou d 1 anti-IgG. 

En fonction du nombre moyen de basophiles obtenu 
pour les dilutions temoins d»eau distillee et pour le 
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temoin "Tyrode -avec calcium" , on definit une limite de 
significativite correspondant au nombre en-dessous 
duquel I'effet de l^nti-IgE (ou de l f anti-IgG) sera 
considere comme signif icatif . Cette limite correspond 
le plus souvent a environ 20% d'achromasie. Elle est 
donn6e par une abaque (cf . figure 4) et est 
representee en pointing sur les graphigues. 

Plus le nombre de basophiles est faible par 
comparaison avec la moyenne des temoins, plus l'effet 
observe est signif icatif • 

On a repr^sente sur la figure 4 I 1 abaque pour 
determiner la significativite de I'achromasie des 
basophiles humains. 

L 1 abaque indique la signif icativite (p < 0,05) de 
l^chromasie observee pour les basophiles. Exemple : 
lorsque 70 basophiles sont comptes dans le puits 
controle, 56 basophiles, au plus, doivent etre comptes 
dans le puits test pour que I'achromasie soit 
significative. 

VI- PR0T0C0LE EXPERIMENTAL DE IA MODULATION DE 
L 1 ACHROMASIE DES BASOPHILES PAR APIS MELLIFICA : 

Ce protocole est pratique soit en meme temps que 
le protocole "activation" lorsque le nombre* de 
basophiles dans le sang total du donneur est suffisant 
(superieur & 15 sur une chambre de Fuchs-Rosenthal) , 
soit independamment du protocole "activation", sur le 
sang d'un autre donneur. 

1) Principe : 

L'effet modulateur de dilutions d'Apis mellifica 
de 15 a 20CH (Centesimale Hahnemannienne) est teste 
comparativement au controle correspondant, NaCl 137 mM 
20CH sur I'achromasie des basophiles en presence de 
dilutions ponderales d'anti-IgE. L'effet d'Apis 
mellifica et de NaCl 137 mM est teste, a titre de 
contrdle, sur des basophiles mis en presence du seul 
tampon de dilution des anti-IgE, sans anti-IgE. 
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2) Les dilutions d'Apis mellifica et de NaCl 137 

mM : 

Elles sont fournies par les laboratoires Boiron- 
L.H.F. (Lyon, France) en ampoules steriles de 1ml, 
dans du NaCl 137 mM. Le contenu des ampoules est 
transvase dans des tubes steriles neufs de 5 ml en 
polypropylene, sous hotte & flux laminaire. Les tubes 
sont bouches au fur et & mesure et agites pendant 30 
secondes sur un Vortex. 

Des ampoules identiques sont adressees a un 
laboratoire exterieur afin de controler la qualite des 
produits par spectrometrie de masse. 

3) Codaqe des dilutions d'Apis mellifica et de 
NaCl 137 mM : 

Dans ce protocole, nous avons etudie I'effet 
modulateur des dilutions 15 a 20CH d'Apis mellifica 
comparativement a un controle, la dilution 20CH de 
NaCl 137 mM. 

Toutes ces dilutions sont testees en aveugle. Un 
numero de code arbitraire compris entre 1 et 8 est 
attribue au hasard a chacune des dilutions (6 
dilutions 15 a 20CH d'Apis mellifica et 2 dilutions 
20CH de NaCl 137 mM) par le chercheur etranger au 
laboratoire qui controle le processus et est 
responsable de 1 • interpretation statistique des 
resultats. 

Pour ce faire, une etiquette portant un numero de 
code est collee sur chacun des tubes contenant la 
dilution correspondante. Le code est change a chaque 
nouvelle experience, de nouvelles etiquettes portant 
un nouveau numero rempla?ant les prec6dentes. 

Les tubes codes sont conserves d'une experience a 
l f autre & +4*C sous feuille d'aluminium pendant 2 
semaines. Apres ce temps, une nouvelle procedure 
(transvasement des ampoules dans les tubes et codage) 
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est r6alis6e et ce, pendant toute la dur6e du 
protocole exp6rimental . 

4) Les dilutions pond£rales d' anti-IgE : 

Les dilutions (1 x 10 2 4 i x 10 4 ) sont preparees 
manuellement en tampon de dilution (tampon de Tyrode- 
HEPES + Ca** 11 mM final, pH 7,40), sous hotte a flux 
laminaire, en tubes st6riles de 5ml en polypropylene, 
& partir d» antiserum de chfevre anti-IgE humaine (1 
mg/ml d'anticorps) aliquot^ en tubes eppendorf et 
conserve a -20 # C. 

Dix /xl d»anti-IgE (1 mg/ml) sont ajoutes a 990 fil 
de tampon de dilution. Le tube est bouch6 et agite 
pendant 30 secondes sur un Vortex : la dilution 1 x 
10 2 est obtenue. 

Cent /xl en sont prelev6s et ajoutes a 900 jxl de 
tampon de dilution contenus dans un second tube. 
Celui-ci est bouchd et agit6 & son tour pendant 30 
secondes sur le Vortex. On obtient ainsi la dilution 1 
x 10 3 et on proc£de de meme pour la dilution 1 x 10 4 . 

5) Le protocole lui-meme : 

Dans un premier temps ont done ete preparees : 

- les dilutions d f Apis mellifica, 

- les dilutions d» anti-IgE, 

- la suspension cellulaire enrichie en basophiles 
(paragraphe IV) . 

Le test : 

- Dix /il de chacune des 8 dilutions codees sont 
depos6es au fond des puits & fond rond d'une plaque de 
microtitration sterile (Costar) . Chacune des dilutions 
est d6pos6e autant de fois que de doses d' anti-IgE a 
inhiber et une fois pour le tampon de dilution. Dans 
le present protocole, les dilutions codees d'Apis 
mellifica et de NaCl 137 mM sont done d6pos6es 4 fois 
(anti-IgE 1 x 10 2 , 1 x 10 3 , 1 x 10 4 ; tampon de 
dilution) . 
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- Dix Ml <*e suspension riche en basophiles sont 
ensuite deposes dans chacun des puits. 

- La plaque est deiicatement agitee par rotation 
trfes douce afin d'homogeneiser le contenu des puits et 
laissee 30 minutes & temperature ambiante, sous ruban 
adhesif et couvercle afin d«6viter toute evaporation. 

- Apr6s ce temps de preincubation des basophiles 
avec les produits 20 /xl d'anti-IgE aux dilutions 
lxlO 2 , lxlO 3 , 1x10* et 20 nl de tampon de Tyrode-HEPES 
contenant du calcium 11 mM (et sans anti-IgE) sont 
ajoutes aux puits pour chacune des dilutions codees 
d'Apis mellifica et de NaCl 137 mM. 

La plaque est doucement agitee pour 
homogeneiser le contenu des puits et placee 15 minutes 
h 37 °C sous ruban adhesif et couvercle afin d'eviter 
1 ' evaporation dans les puits. 

- Apres incubation, 90 Ml de bleu de toluidine 
sont ajoutes a chacun des puits et immediatement 
agites par aspirations et refoulements, a l'aide d'une 
pipette multicanaux. On change les cones entre chaque 
rangee de puits. 

- Apres coloration, la plaque est recouverte d'un 
ruban adhesif et conservee une nuit a +4°C avant de 
proceder a la lecture. La coloration des cellules 
lavees est plus homogene apres plusieurs heures. 
Schema de plaque : 
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Temoins sans Ca ++ :. 10 pi de NaCI 
137 mM + 10 pi basooniles sont places 
cians chacun Hps deux puits temoins qui 
SOnr ditS "temuiiib s>anS calcium", puis 
preincubation, + 20 ul de Tyrode sans 
Ca — ^ incubation — » coloration - 
lecture 



( n* da code c arreapc ntfan t 
aux 6 dlluticns d'Apis ml 
15CH A 20CB et aux 2 diluticre 
oontrdles de Nad 137 nfL 



- 10 pi de dilutions codees et 

- 10 pi de basophiles sont places 
dans les puits de la plaque 
PREINCUBATION 30 min t° ambiante 

- 20 pi algE ou Tyrode-Ca 
INCUBATION 15 ,nin 32°C 

- 90 pi bleu de toluidine 
CONSERVATION 1 nuit -r4°C 
LECTURE 



Les temoins "Tyrode sans Ca**" (*) sont ajoutes, 
au meme titre que dans le protocole "activation", pour 
contrdler la sensibility des basophiles au calcium. 

6) Lecture au microscope et compte des 
basophiles : 

Le principe est identigue & celui decrit pour 
1" activation des basophiles (paragraphe V-3). 

7) Les resultats : 

Les comptes de basophiles sont reportes dans un 
tableau a l 1 image du schema de la plaque et sont remis 
pour chaque experience & la personne ayant fait le 
code . 

a) Interpretation des resultats : 
Les experiences, apres d6codage, ne sont retenues 
pour interpretation statistique que si elles repondent 
h 3 critferes : 
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1. Nombre de basophiles dans les temoins 
superieur a 35 (basophiles preincubes avec du Naci 137 
mM ou avec Apis mellifica et n'ayant pas ete mis en 
presence d'anti-lgE). 

2. Sensibilite spontanee des basophiles au 
calcium seul inferieure a 25% d' achromasie en 
comparant d'une part les basophiles qui, preincubes 
avec du Naci 137 mM, sont, en 1- absence de tout anti- 
IgE, mis en presence de tampon de Tyrode-calcium avec, 
d' autre part, ceux mis en presence de tampon de Tyrode 
sans calcium. 

3. Presence d'au moins une dose d'anti-lgE 
presentant une achromasie comprise entre 4 0 et 60% des 
basophiles qui, preincubes avec NaCl 137 mM, sont mis 
en presence d'anti-lgE lxlO 2 a 1x10* par rapport a 
ceux mis en presence de tampon de Tyrode-Ca~ sans 
anti-lgE. Ceci est fonde sur des etudes preliminaires 
qui ont montre qu'en-dessous de 40%, 1 'achromasie des 
basophiles est trop faible pour que 1' etude de 
1 'inhibition puisse etre effectuee. Au-dessus de 60%, 
elle est trop forte pour pouvoir etre 
significativement modulee par des agonistes a haute 
dilution. 

L' achromasie des basophiles est ainsi determinee: 
Nb basos du puits temoin - Nb basos du puits test « n „ 

Mb basos du puits ttocin * iat10 ° 

basos = basophiles 

b) Representation des resultats : 
Trois types de resultats (en nombre de 
basophiles) sont obtenus et doivent etre compares : 

- les puits correspondant aux basophiles mis en 
presence d'Apis mellifica ou de NaCl 137 mM mais sans 
anti-lgE donnent le nombre maximal de basophiles. Ce 
sont les temoins de reference. 

- les puits correspondant aux basophiles mis en 
presence de NaCl 137 mM et d'anti-lgE sans Apis 
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(a chroma sie maximale) . 

- les puits correspondant aux basophiles mis en 
presence d'Apis mellifica et d'anti-IgE donnent un 
nombre de basophiles sur lequel est evalue I'eventuel 
effet modulateur du produit. Plus ce nombre se 
rapprochera du nombre maximal de basophiles, plus 
1' effet inhibiteur sera grand. Inversement, plus ce 
nombre se rapprochera du nombre minimal de basophiles, 
plus 1* effet inhibiteur sera faible ou nul. S'il 
devient . inf erieur & ce nombre minimal, l 1 effet est 
activateur. 

La representation qraphique : 

Pour chaque dose d'anti-IgE testee, les dilutions 
d'Apis mellifica et les dilutions controles de NaCl 
137 mM sont portees en abscisses tandis que le nombre 
de basophiles est porte en ordonndes. 

Chaque graphique comporte : 

1) uhe courbe qui represente les variations du 
nombre de basophiles en presence d'anti-IgE en 
fonction des dilutions d'Apis mellifica et de NaCl 137 
mM; 

2) une courbe qui represente les variation's du 
nombre de basophiles en presence de tampon Tyrode-Ca** 
sans anti-lgE en fonction des dilutions d'Apis 
mellifica et de NaCl 137 mM. 

c) Analyse statistigue des resultats : 
L' effet modulateur des dilutions d'APis mellifica 
est etudie statistiquement par un test de rang de 
Whitney-Wilcoxon h 1' issue d'une serie d'une quinzaine 
d 1 experiences independantes . On comparera, pour chaque 
dilution d'APis mellifica, le nombre de basophiles mis 
en presence d'une dose d'anti-IgE avec le nombre de 
basophiles pr6incubes avec du NaCl 137 mM et mis en 
presence de la meme dose d'anti-IgE. 
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Ces etudes sont effectuees de facon independante 
par les personnes responsables du controle des 
experiences et de 1 ' interpretation statistique des 
resultats . 
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RE VENDI CAT I ONS 
1. Proc6d6 de fabrication de compositions 
hom6opathiques ou de preparations & haute dilution & 
partird'une solution de dilution d£termin£e, elle- 
meme provenant d'une solution initiale contenant une 
substance active, dans lequel la solution initiale 
contenant la substance active subit une serie d 1 6tapes 
de dilution successives, la premiere dilution de la 
solution initiale etant obtenue par preievement d'une 
fraction ou de la total ite de la solution initiale, et 
le melange de cette fraction ou de la totality de la 
solution initiale dans une solution de dilution, ce 
qui donne la solution de premiere dilution, la 
deuxifeme dilution de la solution initiale etant 
obtenue par preievement d'une fraction ou de la 
totalite de la solution de premiere dilution, et le 
melange de cette fraction ou de la totalite de la 
solution de premiere dilution dans une solution de 
dilution, pour donner la solution de deuxieme dilution 
et ainsi de suite, jusgu'^t la solution de derniere 
dilution, 

chacune des solutions allant de la solution de 
premiere dilution & la solution de derniere dilution 
constituant une solution de dilution determinee, 
caracterisd en ce qu'on procede h une etape 
d 1 agitation de la solution de dilution determinee au 
minimum apres toutes les dix dilutions, de preference 
apres toutes les trois dilutions et avantageusement 
apres chaque dilution, l'agitation etant constitute 
par une etape de creation de bulles dans la solution 
de dilution determine (ci-apres designee par 
"bullage") a I'aide d 1 insufflation de gaz a un taux 
d 1 agitation suffisant pour cr6er la formation d'un 
vortex dans la solution de dilution determinee a 
agiter. 
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2. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le gaz insufflg est constitue par de 
1 'azote, avantageusement par de l'air. 

3. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendicatlons 1 ou 2, caract6risd en ce que le gaz 
insuffl^ a une pression d 1 environ 5 a environ 6 bars. 

4. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendications 14 3, dans lequel le taux d' agitation 
est obtenu par insufflation d'air d'un volume allant 
d' environ du tiers a environ une fois le volume de la 
solution a agiter, le volume d'air insuffle £tant 
avantageusement un volume d' environ 100^1 a environ 

10 ml, notamment de 500 /il/ sous une pression 
suffisante et telle que la temperature ne depasse pas 
environ 45 # C 

5. Proced6 selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 , caracterise en ce que entre deux 
dilutions successives, est effectuee une etape de 
ringage du dispositif qui pennet le prelevemant d'une 
fraction de la total ite de la solution initiale et de 
chaque solution intermediaire et le melange de cette 
fraction ou de la total ite dans une solution de 
dilution. 

6. Proc6de selon la revendication 5, dans 
laquelle l'etape de rin<?age a lieu entre deux 
dilutions successives ( respect ivement designees par 
"dilution venant en premier lieu" et "dilution venant 
en deuxieme lieu") peut etre effectuee entre la 
dilution venant en premier lieu et le bullage de la 
solution de dilution d^terminee correspondante, ou 
peut avoir lieu apres le bullage, ou peut etre 
concomitante a chaque dilution. 

7. Appareil automatique pour la mise en oeuvre du 
proc^de selon l'une des revendications la 6, 
comprenant : 
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■- des moyens pour effectuer les dilutions successives 
d'une solution initial* contenant une substance 
active, lesquelles dilutions conduisent a des 
solutions de dilution determinee, 

- des moyens de .bullage programmes pour effectuer le 
bullage au minimum apres toutes les dix dilutions, 
avantageusement apres toutes les trois dilutions et de 
preference apres chague dilution, 

- eventuellement des moyens de rincage entre chague 
dilution. 

8. Procede de fabrication de compositions 
homeopathigues ou de preparations a haute dilution 
selon la revendication 1, dans leguel 

- les dilutions successives sont telles gu'au moins 
une des solutions de dilution determinee contient la 
substance active en guantite inferieure a 10' 10 moles, 
avantageusement inferieure a 10" 12 moles/1 et de 
preference inferieure a 10' u moles/1, ou ne contient 
plus de substance active, ladite solution de dilution 
determinee presentant encore une activite a des 
dilutions superieures a celle a laguelle la substance 
active a disparu, 

et caracterise en ce gue 

- on introduit, avant au moins l'une guelcongue des 
dilutions n, n etant un nombre entier superieur a 0, 
dans la solution de dilution n-1 une substance temoin 
soluble dans ladite solution et n • interf erant pas avec 
la solution de dilution n-1, et la substance temoin 
presentant la propriete de disparaitre entre la 
dilution n-l + m etn + m,m etant le nombre de 
dilutions ou est presente la substance temoin, et 
etant compris notamment de 5 a 8, 

- on dose au moins une fois la substance temoin apres 
la dilution n, de preference au moins une fois dans 
l'intervalle allant de la dilution n a la dilution 
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n - 1 + m et au moins une fois dans I'intervalle 
allant de la dilution n + m k la dilution n + m + y, y 
etant la plage de dilution libre de substance temoin 
et etant avantageusement compris de 3 4 5, 

- et de la dilution n & la dilution n - 1 + m, on 
compare la valeur de la concentration de la substance 
temoin obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance temoin calcuiee d'apres la dilution, ce qui 
permet de controler quantitativement les dilutions, et 

- de la dilution n + m h la dilution n + id + y, on 
verifie qu'il n»y a plus de substance temoin, ce qui 
permet de controler d'une part la quality des 
dilutions et d 1 autre part l 1 absence de contamination. 

9. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
selon la revendication 8, caracterise en ce que on 
introduit au moins deux fois la substance temoin, 
l'une des deux introductions de la substance temoin 
etant effectuee dans la solution de dilution n - 1, la 
substance temoin disparaissant entre la dilution n - 1 
+ m et n + m, I 1 autre introduction est effectuee au 
plus tot dans la solution de dilution n + m, et de 
preference dans la solution de dilution n + m + y, n 
etant un nombre entier superieur a 0, m etant 
avantageusement compris de 5 a 8, y etant 
avantageusement compris de 3 a 5. 

10, Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
selon la revendication 8, dans lequel 

- les dilutions successives sont telles qu'au moins 
une des solutions de dilution d^terminee contient la 
substance active en quantity inferieure a 1(T 10 moles, 
avantageusement inferieure a 10" 12 moles/1 et de 
preference inferieure a 10* u moles/1, ou ne contient 
plus de substance active, ladite solution de dilution 
determine presentant encore une activite h des 
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dilutions sup6rieures h celle & laquelle la substance 

active a disparu, 

et caracterise en ce que 

- on introduit, avant au moins l'une quelconque des 
dilutions n, n etant un nombre entier superieur & 0, 
dans la solution de dilution n-1 une substance temoin 
soluble dans ladite solution et n f interferant pas avec 
la solution de dilution n-1, 

* la substance temoin presentant la propriety 
d'etre detectable a des dilutions superieures a celle 
a partir de laquelle la substance active n'est plus 
detectable, 

et 

* la substance temoin present ant egalement la 
propriete de disparaitre entre la dilution n - 1 + m 
et n + a, m etant le nombre de dilutions oil est 
presente la substance temoin et etant compris 
notamment de 5 a 8, 

- on dose au moins une fois la substance temoin apres 
la dilution n, de preference au moins une fois dans 
I'intervalle allant de la dilution n h la dilution 

n - 1 + m et au moins une fois dans l'intervalle 
allant de la dilution n + m h la dilution n + m + y, y 
etant la plage de dilution libre de substance temoin 
et etant avantageusement compris de 3 & 5 , 

- et de la dilution n & la dilution n - 1 + m on 
compare la valeur de la concentration de la substance 
temoin obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance temoin calcuiee d 1 apres la dilution, ce qui 
permet de contrdler quantitativement les dilutions, et 

- de la dilution n + m a la dilution n + m + y, on 
verifie qu f il n'y a plus de substance temoin, ce qui 
permet de controler d'une part la qualite des 
dilutions et d' autre part l 1 absence de contamination. 

11. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
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selon l'une quelconque des revendications 8 It 10, 
caracterise en ce que la substance temoin presente la 
propriete selon laquelle si elle est introduite dans 
la solution initiale avant la premiere dilution de la 
solution de depart et si la substance active disparait 
(n'est plus detectable) entre la dilution p et la 
dilution p + 1, la substance temoin disparait entre la 
dilution p + x et la dilution p + x + 1, x etant 
compris notamment de 2 & 4, p etant compris notamment 
de 3 a 6. 

12. Procede de fabrication de compositions 
hom6opathiques ou de preparations a haute dilution 
selon l^ne quelconque des revendications 8 a 11, 
caracterise en ce que on introduit la substance temoin 
pour la premiere fois dans la solution de dilution n - 
1, puis on reintroduit la substance temoin dans la 
solution de dilution qui suit celle qui correspond a 
la disparition de la substance temoin introduite dans 
la dilution n - 1, puis on reintroduit une deuxieme 
fois la substance temoin dans la solution de dilution 
qui suit celle qui correspond a la disparition de la 
substance temoin reintroduite et ainsi de suite. 

13. Procede de fabrication de compositions 
homeopath iques ou de preparations & haute dilution 
selon l'une quelconque des revendications 8 k 12, 
caracterise en ce que on introduit la substance temoin 
pour la premiere fois dans la solution de dilution n - 
1, la substance temoin disparaissant entre la dilution 
n-l + metn + m, m etant compris notamment de 5 a 
8, on reintroduit la substance temoin dans la solution 
de dilution n + m + y r y etant compris de 2 a 10, 
avantageusement de 3 a 5, et ainsi de suite. 

14. Procede de fabrication de compositions 
hom6opathiques ou de preparations a haute dilution 
selon l'une quelconque des revendications 8 a 13, 
caracterise en ce que on introduit la substance temoin 
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pour la premifere fois dans la solution de dilution n - 
1, puis toutes les m dilutions, m 6tant compris de 5 a 
15, avantageusement de 10 h 15, et avantageusement 
encore 10 ou 15. 

15. Proc£d£ de fabrication de compositions 
homeopath iques ou de preparations a haute dilution 
selon I'une quelconque des revendications 8 k 14, 
caracterise en ce que 

- on introduit la substance temoin dans la solution 
initiale contenant la substance active avant la 
premiere dilution de ladite solution initiale, 

- on effectue les dilutions successives de la solution 
initiale contenant la substance active et la substance 
temoin, la premiere dilution de la solution initiale 
etant obtenue par prelevement d'une fraction ou de la 
totalite de la solution initiale, et le melange de 
cette fraction ou de la totalite de la solution 
initiale dans une solution de dilution, ce qui donne 
la solution de premiere dilution, la deuxieme dilution 
de la solution initiale etant obtenue par prelevement 
d'une fraction ou de la totalite de la solution de 
premiere dilution, et le melange de cette fraction ou 
de la totalite de la solution de premiere dilution 
dans une solution de dilution, pour donner la solution 
de deuxieme dilution et ainsi de suite, jusqu'a la 
solution de la derni&re dilution, 

la substance active disparait entre la dilution p et 
la dilution p + 1 et la substance temoin disparait 
entre la dilution p + x et la dilution p + x + 1, p 
etant compris de 3 a 6 , x etant compris de 2 a 4 , la 
solution presentant encore une activite pour au moins 
une dilution sup6rieure ou 6gale & la dilution p + 1, 

- apres la premifere dilution, on preieve pour au moins 
une dilution d6termin§e, & partir de la solution 
obtenue a l 1 issue de ladite dilution une quantite 
suffisante de solution pour doser la substance temoin, 
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et de pr6f6rence on dose la substance temoin a chaque 
dilution de la dilution 1 & la dilution p + x et de 
pr6f6rence au moins une fois de la dilution p + x + l 
& la dilution 1+p+x+y, y dtant avantageusement 
compris de 2 a 10, avantageusement de 3 a 5, et 
avantageusement encore & chaque dilution de la 
dilution p + x + 1 i la dilution 1+p+x+y, 
- et de la dilution 1 A la dilution p + x, on compare 
la valeur de la concentration de la substance temoin 
obtenue et la valeur de la concentration de la 
substance temoin calculte d' apres la dilution, ce qui 
permet de controler quantitativement les dilutions et 
de la dilution p + x + 1 a la dilution 1+p+x+y, 
on v6rifie qu f il n'y a plus de substance temoin, ce 
qui permet de controler d'une part qu'il n'y a pas eu 
contamination et d 1 autre part la qualite des 
dilutions , 

et on procede a une 6tape d' agitation de la solution 
de dilution d6terminee au minimum apres toutes les dix 
dilutions, de preference apres toutes les trois 
dilutions, avantageusement apres chaque dilution, 
1' agitation etant constitute par une etape de bullage 
de la solution de dilution dtterminee a l'aide 
d' insufflation de gaz a un taux d'agitation suffisant 
pour creer la formation d'un vortex dans la solution 
de dilution d6termin6e a agiter. 

16. Proc6d6 de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
selon l f une quelconque des revendications 8 a 15, 
caract^ris6 en ce que on introduit pour la premiere 
fois la substance temoin avant la premiere dilution, 
puis on introduit la substance temoin pour la deuxieme 
fois dans la solution de dilution qui suit celle & 
laquelle la substance temoin introduite pour la 
deuxieme fois disparait, puis on introduit une 
troisifeme fois la substance temoin dans la solution de 
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dilution qui suit celle qui correspond a la 
disparition de la substance temoin introduite la 
deuxifeme fbis, et ainsi de suite, 

de fa?on avantageuse, chaque introduction de la 
substance temoin. a lieu de 2 k 10, avantageusement 3 k 
5 dilutions apres celle qui correspond & la 
disparition de la substance temoin pr6cedemment 
introduite, 

17. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
selon l'une quelconque des revendications 8 k 16, 
caracterise en ce que on introduit la substance temoin 
avant la premiere dilution et toutes les m dilutions, 
m etant compris de 5 & 15, avantageusement de 10 a 15, 
et avantageusement encore 10 ou 15, 

18. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations k haute dilution 
selon I'une quelconque des revendications 8 a 17, 
caracterise en ce qu'on dose la substance temoin, 
avantageusement toutes les 10 dilutions, et de 
preference encore a chaque dilution, 

19. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations a haute dilution 
selon I'une quelconque des revendications 8 a 18, 
caracterise en ce que la solution initiale contient 
une substance active a raison d» environ IxlO" 3 k 
environ lxlO" 6 moles/1. 

20. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations 4 haute dilution 
selon l»une quelconque des revendications 8 a 19, 
caracterise en ce que la substance temoin est 
constituee par une enzyme, dont la presence est 
avantageusement detectable par son activite 
chromogene. 

21. Procede de fabrication de compositions 
homeopathiques ou de preparations 4 haute dilution 
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selon l'une quelconque des revendi cat ions 8 a 20, 
caracterise en ce que 1« enzyme est choisi parmi la 
peroxydase, est notamment la peroxydase de" raifort, 
detectable par sa reactivite avec le substrat D- 
phenylene diamine en milieu H 2 0 2 . 

22. Procede d'obtention d'une solution diluee 
(melange) presentant une activite moyenne caracterise 
en ce que l'on melange des solutions de dilution 
determinee successives obtenues selon l»une quelconque 
des revendi cations la6ou8a21, chaque solution 
etant de. dilution differente, mais correspondant a la 
meme echelle de dilution. 

23. Procede d'accroissement de 1' activite d'une 
solution de dilution determinee dans lequel la 
solution de dilution determinee est obtenue selon 
l'une quelconque des revendications la6ou8a21, 
caracterise en ce que l'on soumet une solution de 
dilution determinee a une haute dilution unique. 

24. Procede d'accroissement d' activite d'une 
solution diluee (melange) dans lequel la solution 
diluee est obtenue selon la revendication 22 et dans 
lequel les solutions de dilution determinee utilisees 
sont obtenues selon l'une quelconque des 
revendications la6ou8a21 f caracterise en ce que 
l'on soumet ledit melange a une haute dilution unique. 
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